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ÉLIMINATION SÉLECTIVE DES LYMPHOCYTES B RETROUVÉS DANS LES 
SOURIS 87 .2 TRANSGÉNIQUES. 
Par 
Alexandre 81anchette 
Mémoire présenté au programme d'immunologie 
en vue de l'obtention du grade de maître ès sciences (M.Sc.) 
Faculté de médecine, Université de Sherbrooke 
L'adivation complète des lymphocytes T nécessite deux signaux. Un 
premier signal donné par l'interaction entre le CMH et le TcR et un second 
donné par les molécules de co-stimulation entre autres par le système CD28 et 
87. Les souris exprimant constitutivement la molécule 87 .2 sur leur 
lymphocytes 8 voient une grande diminution du nombre de lymphocytes 8. 
L'organe lymphoïde secondaire où l'on retrouve la majorité des lymphocytes B 
est la rate. Dans cet organe, quatre populations différentes de lymphocytes B 
sont présentes: les lymphocytes Tl, Til, folliculaires et de la zone marginale. 
Une autre population de lymphocytes B, les lymphocytes 8-1, sont présents 
dans les cavités pleurales et péritoniales et dans une très faible proportion dans 
la rate. Le but de la présente étude est de déterminer si l'élimination des 
lymphocytes 8 dans les souris transgéniques se fait par un processus 
apoptotique et de déterminer si l'élimination cible une population particulière de 
lymphocytes 8. Nous nous sommes intéressés au rôle probable que peut jouer 
la molécule 8cl-2 dans le processus d'élimination. Les souris 87.2/Bcl-2 ont 
des nombres normaux de lymphocytes 8 dans la moelle osseuse et dans les 
organes lymphoïdes secondaires. Il y a une augmentation du nombre de 
lymphocytes 8 immatures dans les organes lymphoïdes secondaires des souris 
87 .2 tg comparativement aux nombres retrouvés dans les souris de type 
sauvage. Les lymphocytes 8 de la zone marginale (MZ) ne sont pas éliminés 
dans les souris 87.2 tg. Au niveau phénotypique et fonctionnel, ces 
lymphocytes B MZ répondent comme les lymphocytes 8 MZ des souris de type 
sauvage. Les lymphocytes B-1 sont également présents dans les souris 87.2 tg 
et ces derniers, ont des caractéristiques fonctionnelles et phénotypiques 
semblables à celles retrouvées dans les souris de type sauvage. 
Mots-clés: 87 .2, Co-stimulation, Apoptose, Zone marginale, Transgénique 
INTRODUCTION 
1.1 CO-STIMULATION LYMPHOCYTAIRE 
1.1.1 Deux signaux pour l'activation de lymphocytes T naîfs 
L'activation des lymphocytes T revêt une importance particulière 
puisque ces cellules jouent un rôle primordial dans la réponse immunitaire. 
Leur activation complète nécessite deux signaux. Le premier signal est 
donné par la liaison entre le récepteur à l'antigène des cellules T (TcR) et un 
peptide antigénique présenté en association avec des molécules du 
complexe majeur d'histocompatibilité (CMH), exprimé à la surface des 
cellules présentatrices d'antigène. Deuxièmement, un signal de co-
stimulation est requis. Une des voies de cc-stimulation les mieux 
caractérisée est celle qui implique l'interaction entre le récepteur CD28 et les 
membres de la famille 87, 87.1et87.2 (Schwartz et al., 1990). 
Lorsqu'il n'y a que la liaison du complexe peptide/CMH (signal 1), le 
lymphocyte T devient anergique (Schwartz, 1989). Par contre, il semble que 
le signal de cc-stimulation en absence d'un signal via le TcR n'ait aucun 
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effet. Donc, les deux signaux sont nécessaires pour qu'il y ait adivation 
complète des lymphocytes T (Lafferty et Cunningham, 1975). 
1.1.2 Molécules CD28/CTLA-4187.1/B7.2 
Les molécules participant à la co-stimulation par le CD28 font partie 
de la superfamille des immunoglobulines (June et al., 1994). Le premier 
membre est le récepteur CD28. Ce récepteur est exprimé de façon 
constitutive sur les lymphocytes T, tant CD4+ que COB+ (Linsley et 
Ledbetter, 1993). Son expression est augmentée lorsque le lymphocyte T 
est activé (Turka et al., 1990). Ce récepteur est un homodimère de 44 Kda 
qui peut lier aussi bien 87.1 (Freeman et al., 1989) que 87.2 (Freeman et al., 
1993). 
L'autre récepteur retrouvé à la surface des lymphocytes T est la 
molécule CTLA-4 ("cytotoxique T lymphocyte Antigen 4n). Cette protéine 
est également un homodimère de 44 Kda (June et al., 1994) qui, 
contrairement au CD28, est exprimé à la surface cellulaire environ 48 heures 
après activation des lymphocytes T (Lindsten et al., 1993). Le CTLA-4, tout 
comme le CD28, a comme ligand 87.1 et 87.2 (Linsley et al., 1994). 
Comparativement au CD28, la molécule CTLA-4 a une affinité supérieure 
pour 87 .1 et 87 .2 (Linsley et al., 1991) 
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Les ligands de ces deux récepteurs, 87.1 (CDSO) et 87.2 (CD86) , 
sont exprimés sur de nombreux types cellulaires. En effet, 87 .1 est exprimé 
sur les lymphocytes 8 adivés, les lymphocytes T adivés, les cellules 
dendritiques et les monocytes (Greenfield et al., 1998). Pour ce 
qui est de 87.2, ce demier est exprimé sur les lymphocytes T adivés, les 
monocytes, les macrophages, les cellules dendritiques, les lymphocytes 8 
adivés et faiblement sur les lymphocytes 8 au repos (Greenfield et al., 
1998). L'adivation des cellules présentatrices d'antigène augmentera 
l'expression de 87.1 et 87.2. Ces molécules ne font pas leur apparition à la 
surface cellulaire au même moment. 87 .2 apparait rapidement après 
l'adivation à la surface des cellules présentatrices d'antigène alors que la 
molécule 87 .1 apparaît 24 à 48 heures suivant activation de la cellule 
présentatrice d'antigène. Ces deux protéines se présentent sous une forme 
monomérique dont la masse est de 55 Kda pour 87 .1 et 70 Kda pour 87 .2 
(Freeman et al. 1993). 
1.1.3 Co-stimulation par le système CD28/B7 
La co-stimulation a de nombreux effets sur les lymphocytes T stimulés 
via leur TcR. Cette co-stimulation augmente la survie, la prolifération, la 
produdion de cytokines et prévient !'anergie des lymphocytes T. 
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La liaison du récepteur CD28 avec les ligands 87 .1 ou 87 .2 augmente 
la survie des lymphocytes T stimulés suite à la rencontre d'un peptide 
antigénique. Cet effet est dû à l'augmentation de l'expression de la molécule 
Bcl-xL (Boise et al., 1995). Cette molécule est un facteur anti-apoptotique. 
La cc-stimulation augmente la sécrétion de l'IL-2 en stabilisant son ARNm et 
en amplifiant la transcription du gène de l'IL-2 (Lindsten et al., 1989). 
La prolifération cellulaire est régulée par des protéines du cycle cellulaire. 
Certaines de ces protéines, entre autre la protéine CDKS (Nagasawa et al., 
1997), voient leur expression augmentée lors de la liaison du CD28 avec les 
ligands de la famille 87. Cette augmentation permet aux lymphocytes 
d'entrer dans le cycle cellulaire (Firpo et al., 1994). En plus de 
l'augmentation de l'expression de protéines du cycle cellulaire, la 
dégradation de la protéine p27Kip, une protéine inhibitrice du cycle 
cellulaire, favorise la prolifération des lymphocytes T (Firpo et al., 1994). 
Finalement, la liaison du CD28 avec les molécules de la famille 87 permet 
la production de nombreuses cytokines telles que l'IL-4, l'IL-5, l'IL-13 et 
l'IFN-y (Lenschow et al., 1996). 
La signalisation médiée par le récepteur CD28 est encore difficile à 
cerner puisqu'il faut faire la distinction entre la signalisation induite 
uniquement par la liaison du C028 et la signalisation engendrée par le TcR. 
La queue cytoplasmique du CD28 comprend plusieurs résidus sérine, 
s 
tyrosine et thréonine pouvant être phosphorylés (June et al., 1994). Les 
événements de signalisation engendrées par le CD28 sont nombreux. Il 
peut y avoir activation de la Pl3K (Nunez et al., 1993) de même que la 
phosphorylation de nombreuses protéines tyrosines kinases. Parmis les 
tyrosines kinases phosphorylées il y a entre autres la protéine p561ck et 
p59fyn (Hutchcroft et Bierer, 1994) de même que les protéines ITK/TEM de 
la famille Tee (August et al., 1994). D'autres voies de signalisation peuvent 
être impliquées suite à la liaison du CD28 avec ses récepteurs 87 .1 ou 87 .2, 
puisque CD28 possède des motifs SH2 et SH3 reconnus comme étant 
important pour l'interaction protéine-protéine. 
L'autre récepteur impliqué dans ce système, CTLA-4, a un impact 
totalement opposé. Il joue un rôle d'inhibiteur de la prolifération (Krummel et 
al., 1996). Le rôle d'inhibiteur joué par CTLA-4 a été montré in vitro dans un 
modèle où il y avait stimulation des lymphocytes T par des anticorps anti-
CD3 et anti-CD28. En ajoutant des anticorps capables d'induire 
l'aggrégation de la molécule CTLA-4, il y avait inhibition de la réponse des 
lymphocytes T (Krummel et Allison, 1995). L'étude des souris déficientes 
pour le gène codant pour le CTLA-4 a été primordiale pour comprendre le 
rôle du CTLA-4. Dans ces souris, il y a une prolifération accrue des 
lymphocytes T ce qui cause une splénomégalie et une lymphadénopathie 
(Tivol et al 1995, Waterhouse et al 1995). La liaison du CTLA-4 avec son 
ligand est donc un moyen de contrôler la réponse immunitaire. La protéine 
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CTLA-4 inhibe l'activation des lymphocytes T en bloquant la translocation au 
noyau du facteur de transcription NF-AT responsable de la transcription du 
gène de l'll-2 (8runner et al., 1999). De plus, la liaison des membres de la 
famille 87 avec le CTLA-4 empêche l'augmentation de l'expression de 
différentes protéines du cycle cellulaire, comme la cycline D3, le CDK4 et le 
CDK6 (8runer et al., 1999). Comparativement au CD28 qui favorise la 
dégradation de la protéine p27Kip, le CTLA-4 empêche la dégradation de 
cette dernière (8runer et al., 1999). 
Le CTLA-4, contient une région cytoplasmique contenant 36 acides 
aminés qui possède un site propice à la liaison de la sous-unité p85 de la 
P13K (SCHNEIDER et al., 1995). Dans les souris déficientes en CTLA-4, il 
y a une hyperphosphorylation de différentes protéines de signalisation: ZAP-
70, Shc, Fyn et Lck (MARENGERE et al., 1996). Cette hyperphosphorylation 
tend à démontrer que l'activation de CTLA-4 activerait une phosphatase, 
probablement Shp-2, qui régulerait la phosphorylation de ces protéines et 
diminuerait la signalisation du TcR (Marengere et al., 1996). 
En ce qui concerne les voies de signalisation médiées via les ligands 
de la famille 87, très peu de choses sont connues. La queue cytoplasmique 
de la protéine 87 .1 est plus courte que la queue cytoplasmique de la 
molécule 87.2 (Freeman et al., 1993). Il a été montré que la molécule 87.2 
possédait trois sites possibles de phosphorylation (Freeman et al., 1993). 
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La possibilité d'une signalisation via le CD86 a été montrée dans la 
produdion de différentes immunoglobulines. En effet, des lymphocytes B 
purifiés stimulés avec un antigène et un anticorps anti-CD86 voient une 
augmentation dans la sécrétion d'lgG1 et d'lgE produite (Kasprowicz et al., 
2000) Pour l'instant, les voies de signalisations empruntées suite à la 
liaison du CD86 restent inconnues. Pour 87 .1, aucune indication ne permet 
de croire qu'il peut induire un signal. 
De nombreuses études restent encore à faire pour être en mesure de 
bien comprendre la régulation de ce système de co-stimulation. Cependant, 
ce système, bien qu'il soit le plus étudié et très important, n'est pas l'unique 
système de co-stimulation (Mueller, 2000). Donc, une compréhension 
approfondie de chacun de ces systèmes de cc-stimulation est nécessaire 
pour bien comprendre la régulation du système immunitaire. 
1.1.4 Co-stimulation dans les maladies autolmmunes 
Il a été montré que la co-stimulation jouait un rOle important dans le 
développement de nombreuses maladies autoimmunes. Voici quelques 
exemples illustrant le rote de la voie de co-stimulation B7/CD28/CTLA-4. 
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Une de ces maladies est la sclérose en plaques, ou son pendant 
murin l'EAE ("Experimental Autoimmune Encephalomyelitis") une maladie 
caractérisée par une démyélination de la gaine de myéline et une infiltration 
de cellules immunitaires (Raines et al., 1990). Dans les souris dévelopant 
l'EAE, il y a présence des molécules 87 sur les cellules de la microglie (De 
Simone et al., 1995). De plus, les macrophages retrouvés dans les lésions 
expriment la molécule 87.2 (Windhagen et al., 1985). L'utilisation de 
molécules CTLA-4-lg, une molécule empêchant la liaison du CD28 ou du 
CTLA4 aux molécules 87, permet de protéger les animaux contre le 
développement de l'EAE. Cette étude montre l'importance de la co-
stimulation dans le développement de cette maladie (Arima et al., 1996). 
L'arthrite rheumatoïde est une des maladies autoimmunes les plus 
répandues. Cette maladie est caractérisée par une infiltration du liquide 
synoviale par des cellules mononucléaires incluant les monocytes et les 
lymphocytes T et B qui expriment des niveaux élevés de molécules 87 .1 
(Verwilghen et al., 1994). Comme pour la sclérose en plaques, le traitement 
avec la molécule CTLA4-lg diminue l'incidence de la maladie dans un 
modèle murin (Webb et al., 1996). 
Une autre maladie autoimmune où la CO-stimulation prend une part 
active est le lupus érythomateux. Dans cette maladie il y a une diminution 
du nombre de lymphocytes T exprimants CD28+ (Kaneko et al., 1996) et 
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possiblement un défaut d'expression des molécules 87 par les cellules 
présentatrice d'antigène (Garcia-Cozar et al., 1996). 
La bonne compréhension de la voie de co-stimulation 
87 .2/CD28/CTLA-4 pourra éventuellement avoir de nombreuses 
répercussions dans la compréhension du développement et le traitement de 
certaines maladies autoimmunes. 
1.1.S Modèles de souris pour l'étude de la co-stimulation 
L'utilisation de souris transgéniques s'est révélée très utile pour une 
meilleure compréhension du système de co-stimulation CD28/87. 
L'expression constitutive de 87 .1 sur les îlots pancréatiques n'est pas 
suffisante pour empêcher la tolérance des lymphocytes T aux antigènes 
pancréatiques (Guerder et al., 1994). L'expression de la molécule 87.2 sur 
les îlots pancréatiques provoquent une infiltration massive des lymphocytes. 
Malgré cette infiltration, ces souris ne développent pas le diabète (Guerder et 
al., 1998). Cependant, lorsque les souris coexpriment la molécule 87 .1 ou 
87 .2 et le CMH de classe Il sur les îlots pancréatiques, ces dernières 
développent une réponse contre les cellules pancréatiques (Guerder et al., 
1994, Guerder et al., 1998). Des souris NOD ("non-obese diabetic mice"), 
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qui développent spontanément le diabète, exprimant la molécule 87 .1 sur 
leurs cellules pancréatiques développent la maladie plus rapidement que les 
souris de type sauvage (Wong et al., 1995). De plus, aucune inflammation 
spontanée n'est observée lorsque des souris expriment la molécules 87 .1 
sur leurs kératinocytes (Williams et al., 1994). Ces modèles indiquent que 
la seule expression de molécules de cc-stimulation 87 .1 et 87 .2 sur les 
cellules du parenchyme est insuffisante pour l'activation des lymphocytes 
aux antigènes du soi. 
D'autres modèles murins ont été faits dans lesquels les lymphocytes 8 
expriment un des deux membres de la famille 87. Ces souris ont été 
produite pour étudier le développement des maladies autoimmunes 
systémiques. Cependant, ces souris ne développent aucun signe de 
maladies autoimmunes systémiques. Il y a plutôt une élimination des 
lymphocytes 8 par les lymphocytes T (Fournier, et al., 1997, Van Parijs et al., 
1997). Des études plus approfondies ont permis de déterminer que cette 
élimination est dépendante de l'interaction entre le CD28 et le 87 .2 (Fournier 
et al., 1997). Les lymphocytes 8 exprimant la molécule 87.2 sont plus 
sensibles à l'élimination par les lymphocytes T car, leur nombre est diminué 
dans les organes lymphoïdes secondaires alors que les lymphocytes 8 
exprimant 87 .1 ne voient pas leur nombre diminués dans les organes 
lymphoïdes secondaires (Van Parijs et al., 1997). Un aspect intéressant de 
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cette élimination est qu'il se produit en absence d'une stimulation 
antigénique. 
1.2 LES LYMPHOCYTES B 
De nombreux types cellulaires doivent interagir pour qu'une réponse 
immunitaire adéquate se développe contre un antigène étranger. Les 
lymphocytes B sont primordiaux pour le développement d'une réponse 
efficace puisqu'ils jouent des rôles diversifiés. Ces cellules sont 
responsables de la production des anticorps, peuvent agir en tant que cellule 
présentatrice d'antigène, peuvent répondre à des antigènes de façon T-
indépendante et participer à la réponse naturelle par la sécrétion d'anticorps. 
1.2.1 Stades de maturation des lymphocytes B 
La maturation des lymphocytes B s'effectue dans la moelle osseuse 
chez l'adulte (Osmond et al., 1964). Cette activation passe par différents 
stades soit les stades pro-8, pré-B, immature et mature (Hardy, 1990). Pour 
la maturation des lymphocytes B, de nombreux facteurs sont importants. Il 
doit y avoir un contact entre les lymphocytes B et les cellules stromales. 
Une des molécules d'adhésion importante est la molécule c-Kit exprimée par 
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les lymphocytes 8. La liaison de cette dernière avec le facteur SCF est 
nécessaire pour le développement des lymphocytes pro-8. Différents 
facteurs solubles produits par les cellules stromales sont aussi importants. 
Par exemple, 1'11-7 est essentielle pour le développement des lymphocytes 
pré-8 (Namen et al., 1988). De plus, la présence à la surface cellulaire d'un 
pré-8CR, au stade pré-8 et d'un 8CR, au stade immature et mature, est 
requise (Rajewsky et al., 1996). La signalisation fonctionnelle du pré-8CR 
et du 8CR est requise dans la sélection positive des lymphocytes 8 
(Melchers et al., 1995). 
La maturation des lymphocytes 8 peut se diviser en quatre stades qui 
se distinguent selon le réarrangement des gènes des immunoglobulines et 
selon les molécules que les cellules 8 expriment à leur surface. Les cellules 
retrouvées à tous ces stades expriment la molécule 8220. Les cellules pro-
8, qui réarrangent la chaine lourde de leur immunoglobuline, et pré-8, qui 
expriment à leur surface leur chaine lourde et une chaine légère de 
remplacement, n'expriment pas l'lgM. Contrairement à ces derniers, les 
lymphocytes 8 immatures et matures expriment l'lgM. Les lymphocytes pro-
8 expriment la molécule CD43 alors que les lymphocytes pré-8 ne 
l'expriment pas. Pour les lymphocytes 8 immatures et matures qui 
expriment l'lgM, il est possible de les différencier selon l'expression du 
CD24. Cette molécule est retrouvée à des niveaux élevés sur les 
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lymphocytes B immatures et à des niveaux faibles sur les lymphocytes B 

















FIGURE 1 : Représentation des différents stades de maturation des 
lymphocytes B (adaptée de Rolink et al., 1991 ). 
1.2.2 Organes lymphoîdes secondaires 
Suite à la maturation des lymphocytes B dans la moelle osseuse, ces 
damiers migrent dans les organes lymphoïdes secondaires tels que les 
ganglions lymphatiques et la rate. 
Les ganglions lymphatiques sont composés de follicules où l'on 
retrouve les lymphocytes B alors que les lymphocytes T se retrouvent dans 
la zone paracorticale. 
La rate est morphologiquement différente des ganglions. Elles est 
composée de deux parties: la pulpe rouge contenant principalement les 
globules rouges et la pulpe blanche contenant les cellules du système 
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immunitaire. La pulpe blanche est formée de follicules où l'on retrouve entre 
autres des lymphocytes B matures, d'une zone péri-artériolaire comprenant 
des lymphocytes T et des cellules dendritiques et la zone marginale 
entourant le follicule où de nombreux types cellulaires se retrouvent. Les 
populations retrouvées dans la zone marginale comprennent entre autre une 
population particulière de lymphocytes B matures (Keuning et al., 1963), des 
lymphocytes B mémoires et des macrophages (Snook et al., 1964, Humphrey 
et al., 1981 ). La zone marginale est la principale voie d'entrée des 
antigènes retrouvés dans le sang (Weiss et al., 1977). 
1.2.3 Différentes populations de lymphocytes B 
Différentes populations de lymphocytes B sont présentes dans la rate. 
Ces populations se divisent en deux grandes catégories. D'abord la 
population retrouvée dans les follicules et celle qui se retrouve dans la zone 
marginale. Les follicules comprennent les lymphocytes B transitionnels de 
type 1 (Tl) et transitionnels de type Il (T2), de même que les lymphocytes 
folliculaires matures (Fo). Ces populations peuvent se distinguer selon 
l'expression de certains marqueurs de surface. Les lymphocytes 
transitionnels de type 1 (Tl) représentent 5 à 10% des lymphocytes B de la 
rate. Les cellules Tl sont des cellules B qui viennent de migrer de la moelle 
osseuse. Ces lymphocytes B expriment l'lgM de façon élevée mais 
lS 
n'expriment pas le CD21, le CD23 ou l'lgD (Loder et al., 1999). Les 
lymphocytes transitionnels de type 1 vont par la suite se différencier en 
lymphocytes transitionnels de type Il (T2). Ces derniers expriment l'lgM, 
l'lgD et le CD21 de façon élevée et le CD23. Ils représentent environ 15 à 
20% des lymphocytes B de la rate (Loder et al., 1999). Les lymphocytes B 
matures, expriment l'lgD très fortement, les marqueurs CD21 et CD23 
modérément et l'lgM de façon variable. Ces lymphocytes B folliculaires 
représentent la majorité des lymphocytes B de la rate et se retrouvent dans 
un proportion allant de 65 à 75 %. Les lymphocytes B circulants sont 
présents dans les ganglions, la rate, le sang et la moelle osseuse (loder et 
al., 1999). La dernière population de lymphocytes B (MZ) retrouvée dans la 
rate se trouvent dans la zone marginale et forme 3 à 5% des cellules B de la 
rate. Il a été proposé que ces cellules dérivent des lymphocytes B 
folliculaires circulants (Kumararatne et MacLennan, 1981 ). Ces cellules 
sont également des lymphocytes B matures possédant un phénotype 
différent des autres populations. En effet, ils expriment le CD21 et l'lgM de 
façon élevée mais n'expriment que faiblement l'lgD et peu ou pas le CD23 
(Loder et al., 1999). 
On retrouve également une autre population de lymphocytes B mature 
dans les cavités péritoniale et pleurale et dans une très faible proportion 
dans la rate {Hayakawa et al., 1983). Ces lymphocytes sont appelés 
lymphocytes B-1 pour les différencier des lymphocytes B-2. Les 
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lymphocytes 8-2 comprennent les lymphocytes B T-1, T-11, Fo et MZ. Deux 
hypothèses ont tenté d'expliquer l'origine des lymphocytes B-1. La première 
hypothèse tend à montrer que les lymphocytes 8-1 et 8-2 proviennent d'un 
même progéniteur. La spécificité de leur immunoglobuline de surface 
détermine la différentiation en lymphocytes 8-1 ou 8-2 (Lam et Rajewsky, 
1999). L'autre hypothèse se base sur la présence de progéniteurs différents 
pour l'origine des lymphocytes 81 et 82 (Kantor et al., 1992). Les 
lymphocytes 81 sont regroupés en 81a ou 81b (Hayakawa et al., 1983). 
Les lymphocytes 81a et 81b expriment l'lgM de façon élevé mais n'expriment 
pas l'lgD ou le CD23. Leur divergence se situe principalement au niveau de 
l'expression du CDS, cette molécule est retrouvée à la surface des 
lymphocytes 81 a mais est absente des lymphocytes 81 b (Herzenberg et al., 
1986). Le phénotype des différentes populations de lymphocytes 8 décrites 
dans cette sedion, est résumé à la figure 2. 
FIGURE 2: Différentes population de lymphocytes 8 
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1.2.4 Caractéristiques fonctionnelles des lymphocytes B folliculaires, de 
la zone marginale et B1. 
Les différentes populations de lymphocytes 8 ont des caractéristiques 
particulières. En plus des différences phénotypiques et topographiques, les 
caractéristiques fonctionnelles diffèrent d'une population à l'autre. 
De nombreuses études ont permis de bien connaitre les 
caractéristiques fonctionnelles des différentes populations de lymphocytes 8. 
Une de ces caractéristiques est la réponse suite à la stimulation via leur 
immunoglobuline de surface. En effet, les lymphocytes 8-1 et les 
lymphocytes de la zone marginale ne prolifèrent pas suite à une stimulation 
de leur immunoglobuline de surface contrairement aux lymphocytes 8 
folliculaires (Oliver et al., 1997, Lund et al., 1995). La réponse au LPS, un 
antigène T-indépendant de type 1, est également différente. Les 
lymphocytes 8-1 et de la zone marginale répondent à des doses plus faible 
et plus rapidement que les lymphocytes 8 folliculaires (Martin et Keamey, 
2000, Oliver et al., 1997). Cependant, les lymphocytes 8 de la zone 
marginale joue un rôle primordial dans la réponse aux antigènes T-
indépendants de type Il. Dans les souris pyk2-/-, déficiente en cellules 8 
de la zone marginale, la réponse au ficoll, un antigène T-indépendant de 
type 11, est diminuée (Guinamard et al., 2000). Comme ces souris ont un 
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nombre normal de lymphocytes 8-1, les lymphocytes 8 de la zone marginale 
jouent probablement un rôle important dans la réponse aux antigènes T-
indépendants de type Il (Guinamard et al., 2000). Les lymphocytes 81 
produisent de grandes quantités d'lgM sans stimulation antigénique, ils ont 
donc un rôle dans l'immunité naturelle (Askenase et al., 1999). De plus, les 
lymphocytes 81 migrent dans l'intestin (Kroese et la., 1989) et sont 
responsables de la production des lgA nécessaire à l'immunité contre les 
constituants de la paroi bactérienne (Macpherson et al., 2000). Toutes ces 
caractéristiques montrent des rôles particuliers pour les différentes 
populations de lymphocytes 8. 
1.3 APOPTOSE 
1.3.1 Caractéristiques générales de l'apoptose 
L'apoptose, ou la mort cellulaire programmée, est un processus par 
lequel une cellule est éliminée suite à un signal externe ou interne (White, 
1996). L'apoptose joue un rôle primordial dans de nombreux événements 
biologiques incluant, le maintien de l'homéostasie (Raff et al., 1992). 
L'apoptose est très importante dans la régulation et le maintien de 
l'homéostasie des lymphocytes 8 et T (Veis et al., 1993). Les lymphocytes 
8 reconnus comme pouvant réagir aux antigènes du soi ou victime d'un 
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mauvais réarrangement de leurs gènes sont éliminés par apoptose 
(Nemazee et Burki, 1989). 
1.3.2 Mécanisme générale de l'apoptose 
La cascade d'événements menant à l'apoptose est variée mais le 
résultat est sensiblement le même soit la fragmentation de l'ADN, une 
condensation de la chromatine et la formation de corps apoptotiques (Kerr et 
al., 1972). 
L'initiation de l'apoptose se fait suite à un signal externe qui 
peut être la liaison de ligands avec des récepteurs de la mort (Fas et TNFR) 
(Evan et Littlewood, 1998) ou un signal interne qui peut être des dommages 
à l'ADN (Sarasin et Stacy, 1997) . Ces deux signaux adiveront des 
caspases initiatrices soit la caspase-8 pour les récepteurs de la mort (Muzio 
et al., 1998) et la caspase-9 pour les signaux internes (li et al., 1997). Ces 
caspases initiatrices adiveront des caspases effedrices (caspases-3, -6, -7) 
(Crims et Yuan, 1998). Les caspases effedrices couperont par la suite de 
nombreuses protéines nécessaire à la survie des cellules (Thornberry et 
Lazebnik, 1998). 
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Les caspases sont donc importantes dans l'apoptose pusiqu'elles sont 
responsables de la majorité des événements menant à la mort cellulaire. 
1.3.3 Les membres de la famille Bcl-2 
Une autre famille de protéines jouant un rôle prépondérant dans 
l'apoptose est la famille Bcl-2. Cette famille est composée de membres que 
l'on regroupe en anti-apoptotique et en pro-apoptotique (Tsujimoto et al., 
1998). Les membres de la famille anti-apoptotique, dont fait partie Bcl-2, 
possèdent tous quatre domaines d'homologies à Bcl-2 (BH1 à BH4) bien 
conservés (Boise et al., 1993). On retrouve en plus de Bcl-2, Bel-XL, Bcl-w 
et Mcl-1. En ce qui concerne les membres pro-apoptotiques, on peut 
séparer ces derniers en deux groupes selon les domaines BH qu'ils 
possèdent. Le premier groupe contient les domaines BH1 à BH3, dans ce 
groupe on retrouve entres autres les protéines Bax, Bak et Bok. Le 
deuxième groupe est composé de protéines qui n'ont que le domaine BH3, 
on retrouve dans cette sous-famille les protéines Bik, Bid, Bad et quelques 
autres membres (Adams et Cary, 1998). 
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1.3.4 Mécanismes d'action de Bcl-2 
La molécule Bcl-2 joue plusieurs rôles dans l'inhibition de l'apoptose. 
Un de ces rôles est d'empêcher le relargage du cytochrome C de la 
membrane mitochondriale (Yang et al., 1997). Un autre moyen par lequel 
Bcl-2 peut empêcher l'apoptose est par sa liaison avec la molécule Apaf-1 
qui forme, avec le cytochrome C et la pro-caspase-9, un complexe qui va 
libérer la caspase-9 active (Hu et al., 1998). Il a également été montré que 
la molécule Bcl-2 peut se lier à des membres pro-apoptotique, ces liaisons 
auront différentes conséquences. L'homodimérisation de Bcl-2 lui confère 
son rôle de protecteur contre l'apoptose (Oltvai et al., 1993). L'interaction 
peut aussi être entre Bcl-2 et différentes protéines pro-apoptotiques. 
L'interaction entre Bcl-2 et les membres de la famille pro-apoptotique qui 
contient les domaines BH1 à BH3, cette interaction résultera en une 
inhibition du rôle pro-apoptotique des membres de la sous-famille de Bax 
(Oltvai et al., 1993). Une autre interaction est celle entre Bcl-2 et Bad, cette 
interaction contrairement à la précédente inhibe l'activité anti-apoptotique de 
Bcl-2 et entraîne l'apoptose (Blume-Jensen et al., 1998). 
Les souris Bcl-2 déficientes dans lexpression du gène qui code pour 
Bcl-2 ont une développement normal et ce n'est que plus tard que l'on 
observe une apoptose excessive des cellules lymphoïdes, des lésions au 
niveau des cellules neuronales et intestinales et une maladie rénale qui 
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s'avère fatale (Veis et al., 1995). Dans les souris surexprimant Bcl-2 dans 
les lymphocytes B, il y a une hyperplasie lymphoïde caractérisée par une 
expansion des follicules. L'augmentation de Bcl-2 prolonge également la 
survie des lymphocytes B matures ce qui expliquent l'expansion des 
follicules (McDonnell et al., 1996). 
Les membres de la famille Bcl-2 jouent donc un rôle primordial dans la 
régulation du processus apoptotique. Ce processus joue un rôle primordial 
dans l'élimination des lymphocytes B autoréactives (Nemazee et Burki, 
1989). 
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Buts du projet de recherche 
Des études, faites sur les souris exprimant un transgène de la 
molécule 87.2 sur les lymphocytes 8, ont montré qu'il y avait une élimination 
des lymphocytes 8 (Fournier et al., 1997, Van Parijs et al., 1997). Cette 
élimination se fait par l'entremise des lymphocytes Tet par l'intermédiaire de 
la molécule CD28 (Fournier et al., 1997). Cette élimination est 
indépendante du récepteur de la mort Fas. En effet, des souris 87.2 
transgéniques déficientes dans l'expression de la molécule Fas ont 
également une diminution de leur nombre de lymphocytes 8 (Fournier et al., 
1997). 
La présente étude tente de déterminer si l'élimination des lymphocytes 
8 peut être inhibée dans les souris 87 .2 transgéniques dans lesquelles, un 
transgène de 8cl-2 est exprimé dans les lymphocytes 8. De plus, cette 
étude tente également de caradériser phénotypement et fondionnellement 
les lymphocytes 8 résistants à cette élimination. Cette étude montrera que 
l'élimination se fait par apoptose. De plus, elle tentera de montrer que 
l'expression de la molécule 87.2 sur les lymphocytes B ne joue pas le même 
rôle dans l'homéostasie des différentes populations de lymphocytes B. 
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MATÉRIEL et MÉTHODES 
2.1 Différentes souris utilisées 
Le transgène des souris 87 .2 tg contient te cDNA de 87 .2 qui est sous 
le contrôle du promoteur H2~ et de l'enhancer de l'immunoglobuline. La 
présence du transgène dans tes souris est déterminée en marquant les 
lymphocytes périphériques avec un anticorps anti-87 .2. Les souris 
87 .2/8cl-2 sont produites en accouplant des souris 87 .2 tg avec des souris 
exprimant un transgène Bct-2 humain dans leur lymphocyte B (Eµ-bcl-2-33 
(Strasser et al., 1991)). Les souris Bct-2 ont été achetées des laboratoires 
Jackson (Bar Harbor, ME). 
2.2 Isolation des cellules de la moelle osseuse 
Chacune des étapes s'effectue à 4°C. Couper une patte de souris au 
niveau de ta hanche, du genou et de la cheville. Enlever te muscle 
entourant les os à l'aide de ciseaux. Insérer d'une seringue contenant du 
milieu RPMI dasns l'os (RPMI, 2g NaHC03'L. 10% sérum de veau foetal, 
péniciline, streptomycine, Jl-mercaptoéthanol)( Gibco BRL, Grand Island, NY) 
puis, faire sortir la moelle osseuse dans un pétris (Bedon Dickinson 
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Labware, Franklin lakes, NJ). Défaire la moelle osseuse en l'aspirant 2 à 
3X dabs la seringue. Filtrer les cellules et rincer le pétris avec 5 ml de 
milieu RPMI. Centrifuger les cellules pour 5 min., à 4°C à 1600 rpm et 
aspirer le milieu avant de resuspendre les cellules dans 5 ml de solution 
ACK (NH .. CI 0.1 SM, KHCQ3 1 mM, Na2-EDTA 0.1 mM). Aspirer te 
surnageant puis resuspendre les cellules dans 5 ml de milieu RPMI et 
centrifuger. Refaire cette étape. Finalement, resuspendre les cellules dans 
5 ml de milieu RPMI et filtrer ces dernières avant d'effectuer le compte final. 
Les comptes sont effectués avec un hémacytomètre. Finalement, marquer 
les cellules de la façon désirée. 
2.3 Isolation des cellules de la rate 
Chacune des étapes se fait à 4°C. Prélever la rate et déposer cette 
dernière dans un pétris contenant 5 ml de milieu RPMI. Couper ensuite la 
rate en morceaux et récupérer les cellules, en écrasant les morceaux dans 
un tamis à l'aide d'un pilon, dans le pétris contenant 5 ml de milieu RPMI. 
Rincer le tamis avec 3 ml de milieu puis dissocier les cellules en les 
resuspendant à plusieurs reprises. Filtrer les cellules et rincer te pétris avec 
5 ml de milieu RPMI. Centrifuger tes cellules 5 min., à 4°C à 1600 rpm et 
aspirer le milieu avant d'effectuer la lyse des globules rouges avec la 
solution ACK (NH .. CI 0.1 SM, KHC03 1 mM, Na2-EDTA 0.1 mM). Centrifuger 
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les cellules 5 min., à 4°C à 1600rpm, aspirer le surnageant et resuspendre 
dans 5 ml de milieu RPMI. Refaire cette étape à une autre occasion. 
Resuspendre les cellules dans 1 O ml de milieu RPMI et filtrer ces dernières 
avant de compter les cellules avec un hémacytomètre; par la suite, marquer 
de la façon désirée. 
2.4 Isolation des cellules des ganglions 
Prélever les ganglions brachiaux (2), les ganglions axillaires (2) et les 
ganglions inguinales (2). Les étapes s'effectuent à 4°C. Dissocier les 
cellules en coinçant ces dernières entre deux lames givrées imbibées de 
milieu. Rincer les lames avec 3 ml de milieu RPMI puis, dissocier les 
cellules en les resuspendant à plusieurs reprises. Filtrer les cellules et laver 
le pétris avec 5 ml de milieu. Centrifuger pendant 5 min., à 4°C à 1600 rpm 
et aspirer le surnageant. Resuspendre les cellules dans 5 ml de milieu, 
puis centrifuger à nouveau. Resuspendre les cellules dans 4 ml de milieu 
et filtrer. Compter les cellules à l'aide d'unhémacytomètre pour ensuite faire 
les marquages appropriés. 
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2.5 Isolation des lymphocytes du sang 
Le sang est prélevé de la queue d'une souris chauffée avec une 
ampoule. Faire une incision dans la queue de la souris avec une lame de 
rasoir et récupérer 4 à 5 gouttes de sang dans un tube à FACS (Becton 
Dickinson Labware, Franklin Lakes, NJ) contenant 1 ml de la solution 
d'Alservier (114 mM de dextrose, 27 mM de Na citrate, 71 mM de NaCI). 
Après avoir vortexé, déposer 3 ml de ficoll (Amersham Pharmacia Biotech, 
AB)à l'aide d'une seringue. Centrifuger 20 min. à la température de la pièce 
à 1600 rpm puis, transférer les anneaux de lymphocytes dans les tubes à 
FACS contenant 3 ml d'une solution facs de 1% de sérum de veau foetal 
dans du PBS1X 0.1% NaN3 (PBS: Phosphate Buffer Saline, PBS25X: 67 mM 
de KCI, 0.2 M de Na2HPQ4, 36.7 mM de KH2P04 et 3.9M de NaCI). Après 
avoir centrifugé 5 min., à 4°C à 2000 rpm, jeter le surnageant et vortexer les 
tubes avant l'ajout de 1 ml du tampon de lyse des globules rouges (90 ml 
de NH4CI 0.16 M, 10 ml de TRIS 0.17 M ph 7 .65; ajuster à pH 7 .2). 
Centrifuger comme précédemment puis éliminer le surnageant et laver les 
cellules avec 3 ml de la solution FACS puis, centrifuger. Éliminer 
finalement le surnageant et marquer les cellules avec les anticorps 
appropriés. 
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2.6 Isolation des lymphocytes B-1 
Les cellules B-1 sont isolées de la cavité péritoniale des souris. Une 
petite ouverture est effectuée dans la membrane péritoniale et les cellules 
sont récupérées en injectant, à l'aide d'une pipette de 10 ml, 2 à 3 ml de 
milieu RPMI. L'étape est répétée à plusieurs reprises. Les cellules sont 
centrifugées pendant 5 min., à 4°C à 1600 rpm. Le surnageant est aspiré et 
les cellules sont resuspendues dans 5 ml de milieu RPMI. Répéter cette 
étape à deux autres occasions. Resuspendre les cellules dans 1 ml de 
milieu et compter les cellules avec un hémacytomètre. Marquer les cellules 
avec les anticorps appropriés. 
2. 7 Marquage des cellules pour étude en cytométrie de flux 
Pour les marquages des cellules isolées des organes lymphoïdes 
(rate, ganglions et moelle osseuse), mettre 1 million de cellules dans les 
tubes FACS. Pour le sang, prendre toutes les cellules récupérées. Mettre 
3 ml de solution FACS (1% de sérum de veau foetal dans du PBS1X 0.1% 
NaN3) avec les cellules, puis centrifuger pour 5 min., à 4°C à 1600 rpm. 
Aspirer ensuite le surnageant et mettre SOµL de 2.4G2 (anticorps de rat 
contre les récepteurs FC de souris). Incuber à 4°C 15 min., puis mettre les 
anticorps primaires (biotinylés). Incuber 25 min. à 4°C, puis mettre 3 ml de 
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solution FACS et centrifuger. Jeter le surnageant, bien vortexer avant 
d'ajouter les anticorps fluorescents (FITC, PE) ou la streptavidine 
fluorescente (SA-FITC, SA-PE, SA-TC et SA-CyC). Incuber 25 min. à 4°C 
puis laver une fois en présence de solutions FACS et ensuite dans le P8S-
NaN3 (PBS1X-0.1% NaN3). Les tubes sont lus avec un cytomètre de flux 
(8ecton Dickinson, San Jose, CA). Les lymphocytes (10000) sont acquis et 
analysés à l'aide du programme CellQuest (8ecton Dickinson, San Jose, 
CA). 
2.8 Marquages 
Les marqueurs utilisés sont les suivants: Annexin-V FITC 
(Pharmingen, Mississauga, ON), anti-8220-FITC et PE (Clone RA3-682, 
Gibco 8RL (FITC, Grand Island, NY, Cedarlane Laboratories (PE), Homby, 
ON), anti-lgM-biotine (clon 11-41, Pharmingen, Mississauga, ON), anti-CD43-
FITC (clone 57, Pharmingen, Mississauga, ON),anti-HSA-FITC (clone M1/79, 
Pharmingen, Mississauga, ON), anti-lgD-FITC (clone 11-26C.2A, 
Pharmingen, Mississauga, ON), anti-lgD-biotine (clone lgh-5b, Pharmingen, 
Mississauga, ON), anti-CD21-FITC (clone 7G6, Pharmingen, Mississauga, 
ON), anti-CD62-l-biotine (clone MEL-14, Cedarlane Laboratories, Homby, 
ON), anti-CD1-biotine ( clone 181, Pharmingen, Mississauga, ON), anti-
CD38-biotine (clone 90, Pharmingen, Mississauga, ON), anti-87.2 FITC 
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(Préparé dans le laboratoire à partir du clon Gl 1 ), anti-87.2-PE (clone 
RMMP-1, Cedarlane Laboratories, Homby, ON), Streptavidine-FITC (SA-
FITC), SA-PE, SA-TC (Caltag Laboratories, Hornby, ON) et Sa-CyC 
(Pharmingen, Mississauga, ON). 
2.9 Isolation des lymphocytes B à l'aide d'une colonne magnétique 
Les manipulations sont effectuées de façon stérile. Isoler les cellules 
de la rate comme décrit dans la section 2.3. Laver les cellules 1 fois dans 5 
ml de PBS/0.5% BSA, puis resuspendre dans 90µl de PBS/BSA 0.5% pour 
1 O millions de cellules. Ajouter 1 Oµl de billes anti-CD43 (Miltenyi Biotec, 
Auburn, CA) pour 1 O millions de cellules et incuber 15 min. à 4°C au friigo. 
Préparer la colonne varie macs selon le protocole du fabricant (Miltenyi 
Biotec, Auburn, CA). Après l'incubation des cellules, ajouter 1 Oml de 
PBS/BSA 0.5% et centrifuger 5 min., à 4°C à 1600 rpm. Resuspendre les 
cellules dans 1 ml de PBS/BSA 0.5% pour 1 OO millions de cellules. 
Déposer la suspension sur la colonnne et rincer le tube avec 1 ml de 
PBS/BSA 0.5%. Recueillir la suspension dans un tube de 50 ml. Laver 
ensuite la colonne avec 15 ml de PBS/BSA 0.5% et recueillir dans le même 
tube. Centrifuger avant de resuspendre les cellules dans 5 ml de milieu et 
prendre un aliquot pour compter les cellules. Marquer les cellules avec les 
anticorps désirés. 
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2.1 O Séparation des lymphocytes B MZ et folliculaires de la rate 
Après avoir isolé les lymphocytes selon la méthode décrite dans la 
section 2.8, resuspendre les cellules dans 5 ml de PBS puis centrifuger 5 
min. à 4°C à 1600 rpm. Resuspendre les cellules à une concentration de 18 
millions de cellules/ml dans des tubes falcon 12 X 75 (Becton Dickinson 
Labware, Franklin Lakes, NJ). Centrifuger et resuspendre les cellules dans 
1 OO µL de PBS/2% Sérum de Veau Foetale (SVF). Incuber les cellules sur 
la glace pendant 25 min. avec différentes combinaisons de marqueurs 
(section 2.8). Laver les cellules avec du PBS puis avec du PBS 2% SVF 
avant de les filtrer à travers une mèche ayant des mailles de 1 OOµM. Passer 
les cellules au trieur FACS Vantage; l'analyse est effectuées avec les 
programme CellQuest (Becton Dickinson, San Jose, CA). Les cellules triées 
sont récupérées dans des tubes (Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes, 
NJ), contenant 1 ml de milieu de culture-20% SVF dont les parois sont 
humectées suite à une légère agitation au vortex (préparer ces tubes 24 
heures à lavance ). Les tubes contenant la même population de cellules 
sont centrifugés et les cellules sont regroupées dans un même tube. Après 
centrifugation, les cellules sont resuspendues dans un volume minimal et les 
comptes cellulaires sont effectués. Les cellules peuvent être mises en 
culture pour tester la prolifération. 
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2.11 Essais de prolifération des lymphocytes B au LPS 
Après la séparation des populations de cellules au trieur, centrifuger 
les cellules et resuspendre dans du RPMI pour obtenir une concentration de 
0.75 x 106 cellules/ml. Distribuer ensuite 100 000 cellules/puits (135 µL) 
dans une plaque à 96 puits (Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes, NJ). 
Mettre ensuite la concentration voulue de LPS (Sigma, St-Louis, MO) et 
incuber les cellules à 37°C pendant 48 ou 72 heures. Environ 6 heures 
avant la lecture des plaques, ajouter 1 O µL d'une concentration de 0.1 mCi de 
tritium (H3) (NEN, Boston, MA) dans chacun des puits. Remettre la plaque à 
37°C. Récupérer les cellules des puits à l'aide d'un Cell Harvester. Les 
cellules sont récupérées sur des filtres Whatman GF/C (VWR, South 
Plainfield, NJ). La prolifération dans chacun des puits est mesurée en 
comptant la radioactivité à l'aide d'un compteur J3. 
2.12 ELISA des immunoglobulines de souris 
Les plaques pour ELISA (Costar, Cambridge, MA) sont recouvertes 
avec 1 OO µL d'anticorps de chèvre anti-immunoglobulines de souris (Souther 
Biotechnology Associates, Birmingham, AL) pour la nuit à 4°C. Les plaques 
sont lavées deux fois avec du PBS 0.05% Tween 20 (PBSfTween) puis 
incubées 1 heure à la température de la pièce avec du PBS contenant 1 % de 
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BSA (PBS/BSA) et lavées trois fois avec du PBSITween. Les sérums sont 
dilués dans du PBS/BSA; 1 OO µL sont déposés dans les puits en duplicata et 
incubés 3 heures à la température de la pièce. Les plaques sont lavées 
trois fois avec du PBSITween et incubées 1 heure avec des anticorps de 
chèvre contre les différents isotypes d'immunoglobulines de souris couplés à 
la peroxydase de raifort (5µg/mL dans du PBS contenant 1% de BSA et 
0.05% de tTween-20, Southern Biotechnology Associates, Brimingham, AL). 
Finalement, trois lavages avec du PBS!Tween sont effectués. Par la suite, le 
substrat peroxydase 0.3mg/mL (Souther Biotechnology Associuates, 
Birmingham, AL) est dilué dans 0.1 M d'acide citrique (pH 4.3). Du peroxyde 
d'hydrogène 0.03% (H202) est ensuite ajouté. La lecture des plaques se fait 
à 415 nm à l'aide d'un lecteur à microplaques (Biorad) respectivement, 10 
min. et 20 min. après avoir ajouté le substrat. 
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RÉSULTATS 
3.1 L'élimination des lymphocytes B dans les souris 87.2 tg est inhibée 
par la molécule Bcl-2. 
Il a été préalablement montré que le nombre de lymphocytes B 
retrouvés dans la moelle osseuse des souris exprimants constitutivement la 
molécule 87.2 est grandement réduit (Fournier et al., 1997). Pour 
déterminer si cette élimination se fait via un mécanisme apoptotique, 
l'expression de phosphatidyl sérine par les lymphocytes B a été testée par un 
marquage à l'annexin-V. Ce marquage permet de déterminer l'entrée en 
apoptose des lymphocytes. L'incidence d'apoptose parmis les cellules 
0220• isolées de la moelle osseuse de souris 87 .2 tg est légèrment plus 
élevée que ce qui est retrouvée dans les souris de type sauvage (Figure 3). 
Pour ce qui est des organes lymphoïdes secondaires, l'incidence est 
sensiblement la même entre les souris 87 .2 tg et les souris de type sauvage 
(résultats non-présenté). L'absence d'un nombre élevé de cellules 
apoptotique est probablement dûe à l'élimination rapide in vivo des cellules 
apoptotiques (Hartley et al., 1993, Finkelman et al., 1995). 
Pour déterminer le rôle de l'apoptose dans l'élimination des 
lymphocytes 8 des souris 87 .2 tg, les souris 87 .2 tg ont été accouplées avec 
des souris exprimants un transgène 8cl-2 humain dans leurs lymphocytes B 
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• 
Type sauvage 87.2 Tg 
1.2% 7.9% 
104 10° 104 
Annexin-V 
FIGURE 3. Analyse par cytométrie de flux de la liaison de l'annexin V à la 
membrane des lymphocytes B de la moelle osseuse de souris 87 .2 tg et de type 
sauvage. Les nombres représentent le pourcentage de cellules 0220• 
exprimant l'annexin V. Les résultats sont représentatifs de 3 expériences. 
36 
(Eµ-bcl-2-22 (Strasser et al., 1991 )). La figure 4A montre que la fréquence 
de cellules 8220• est très faible dans les souris 87 .2tg et que leur nombre 
est réduit à environ 15% de ce qui est observé dans les souris de type 
sauvage (Figure 48). En comparaison des souris 87.2 tg, les souris 
87 .2/8cl-2 double tg voient leur fréquence de lymphocytes 8 dans la moelle 
osseuse augmentée (Figure 4A). Le nombre de cellules 0220• dans les 
souris 87 .2/8cl-2 double tg est augmenté de 4 à 18 fois comparativement 
aux souris 87 .2tg. En moyenne, leurs nombres atteignent des valeurs 
similaires à ceux retrouvés dans les souris de type sauvage (Figure 48). La 
très grande variabilité observée dans le nombre de lymphocytes 8 dans les 
souris 87.2/8cl-2 double tg n'est pas unique à notre modèle. En effet, cette 
variabilité a été observée dans un autre modèle où il y a élimination des 
lymphocytes 8 (HEL-lg/mHEL tg). Les nombres absolus de lymphocytes 8 
de certaines souris 87 .2/Bcl-2 double tg sont semblables aux nombres des 
souris 8cl-2 tg (Figure 48). 
L'expression de certains marqueurs de surfaces (8220, CD43, lgM et 
HSA) permet de caractériser les populations de lymphocytes 8 sauver par 
l'expression constitutive de 8cl-2 dans les lymphocytes 8. Les cellules pré-
B, immatures ou matures sont pratiquemment absentes de la moelle osseuse 
des souris 87.2 tg (Figure 4C). Le nombre de lymphocytes pro-8 est 
semblable dans les souris 87 .2 tg et les souris de type sauvage (Figure 4C ). 
Contrairement à ce qui est observé dans les souris 87 .2tg, les cellules 
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FIGURE 4. L'expression de Bcl-2 dans les lymphocytes B des souris 87 .2 tg 
empêche l'élimination des lymphocytes B de la moelle osseuse. Les cellules ont 
été marquées avec des anticorps (Ac) contre le 8220, l'lgM, le H.S.A, le CD43 
puis analyser par cytométrie de flux. A, profil du marquage 8220 versus lgM. 
Les valeurs représentent les pourcentages de cellules 0220•. B, nombre absolu 
de cellules 0220• provenant d'un tibia et d'un fémur. Chacun des points 
correspond à une expérience et les colonnes représentent la moyenne. C, 
nombre absolu des différentes sous-populations de cellules B de la moelle 
osseuse. Les populations sont divisées comme suit: pro-B (B220•19M"CD43j, 
pré-8 (B220•1gM"CD43"), immature (B220•1gM•H .s.A•--, et mature 
(8220.lgM•H.S.A.raib~. · 
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0220• exprimants des marqueurs de surfaces caractéristiques des cellules 
pré-8, immatures ou matures reviennent à des nombres équivalents ou 
légèrement plus élevés dans les souris 87 .2/8cl-2 double tg 
comparativement aux nombres retrouvés dans les souris de type sauvage 
(Figure 4C). Les souris 8cl-2 tg ont des nombres normaux de cellules pro-
8, pré-8 et immatures, mais des nombres plus élevés de cellules matures 
(Figure 4C). Cet effet a été observé dans des études préalables (McDonnell 
et al., 1989). 
Ces résultats montrent que l'expression constitutive de la molécule 
8cl-2 redonne une distribution et des nombres normaux de lymphocytes 8 
dans les souris 87.2 tg. Donc, l'élimination des cellules 8 de la moelle 
osseuse des souris 87 .2 tg par les lymphocytes T se fait par une voie 
pouvant être inhibée par la molécule 8cl-2. 
3.2 L'expression de Bcl·2 provoque une augmentation de cellules B 
immature dans les organes lymphoîdes secondaires des souris 
B7.2tg. 
Il a été précedemment montré que les souris 87 .2 tg ont des nombres 
diminués de lymphocytes 8 dans leurs organes lymphoïdes secondaires 
(Fournier et al., 1997). Le nombre absolu de lymphocytes 8 dans les 
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ganglions lymphatiques des souris 87.2 tg est environ 24% du nombre 
contenu dans les ganglions lymphatiques des souris de type sauvage alors 
qu'il est d'environ 50% dans la rate des souris de type sauvage (Tableau 1). 
L'expression de Bcl-2 dans les lymphocytes B augmente le nombre de 
cellules B dans les organes lymphoïdes secondaires des souris 87 .2 tg. 
Dans les souris 87 .2/Bcl-2 double tg, le nombre de cellules 0220• est 
augmenté de 6 à 1 O fois dans la rate et les ganglions lymphatiques. Même 
si les nombres retrouvés dans les souris 87 .2/Bcl-2 double tg sont variables, 
ils sont plus élevés que ceux des souris B7.2tg. 
Une analyse par cytométrie de flux de l'expression du 8220, du CD23 
et de l'lgM a permis de montrer que les populations cellulaires des organes 
lymphoïdes secondaires des souris 87 .2/Bcl-2 sont différentes de celles 
retrouvées dans les souris de type sauvage, Bcl-2 ou 87.2 tg (Figure SA). 
La majorité des lymphocytes B sont lgM• et CD23• dans les souris de type 
sauvage ou Bcl-2 tg. Les cellules lgM• exprimants peu ou pas le CD23 
représentent 15% des lymphocytes B de la rate mais, ces cellules sont 
partiquemment absentes des ganglions lymphatiques (Tableau 1). Dans les 
souris 87.2/Bcl-2 double tg, la proportion de cellules lg~CD23·, dans la rate 
et les ganglions lymphatiques, est augmentée suggérant une accumulation 
de cellules B immatures. En accord avec cette observation, la fréquence de 
cellules lgM•, exprimants faiblement l'lgD ou de façon élevée le H.S.A., est 
doublée dans la rate des souris 87.2/Bcl-2 double tg (Figure 58). La 
( ( 
Tableau 1. Sous-population de lymphocytes B de la rate et des ganglions lymphatiques de souris transgéniques 87.2, 
87.2/Bcl-2, Bcl-2 et des souris de type sauvage. 
Rate Ganglions lymphatiques 
8220+ lgM+ lgM+ lgM- B22o+ lgM+ lgM+ lgM-
Grou~ n CD23+ CD23- CD23+ CD23-
Type 7 58± 16 45±13 10±3 3±1 7.1±1.2 6.S±0.8 0.4±0.1 0.1±0.1 .· 
sauvage 
0.2 ±0.1 87.2 s 26±6 9±3 15±3 2±0 1.7 ± 0~1 1.2 ± 0.7 0.2±0.1 
87.2/Bcl-2 12 146±61 59±29 49±21 38± 18 17.9 ± 9.0 10.S ±6.6 3.8±2.3 2.9 ± 1.5 
Bcl-2 s 161 ±29 120±25 29± 10 12±2 13.8±4.7 12.6 ± 3.1 0.7±0.2 0.6±0.3 
. ··----..... 
Les résultats ont été obtenus par analyse en cytométrie de flux trois couleurs des cellules marquées avec un Ac anti-8220 
FITC, un Ac anti-CD23 PE et une anti-lgM biotynilé + SATC. Les valeurs représentent la moyenne ± déviation standard et 
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FIGURE 5. Apparition de cellules b immatures dans les organes lymphoïdes 
secondaires des souris 87 .2/8cl-2 double tg. Les cellules des ganglions 
lymphatiques eUou de la rate ont été marquées avec des anticorps contre le 
8220, l'lgM et soit le CD23, l'lgD ou le H.S.A. Par la suite, l'analyse par 
cytométrie de flux des différents marquages a été effectuée. A, l'expression 
de l'lgM versus le CD23 sur les cellules 8220+ de la rate et des ganglions 
lymphatiques. B, expression de l'lgD et du H.S.A. par les cellules 
B220+1gM+ des souris de type sauvage (haut}, des souris 87.2/8cl-2 double 
tg (milieu) et sur les cellules 8220+1gM· des souris 87.2/8cl-2 double tg (bas). 
Les résultats montrent une expérience représentative (Tableau 1 donne le 
nombre de souris utilisées de chaque type}. 
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fréquence de cellules lgM•co23· est également augmentée dans les souris 
87 .2 tg en comparant avec les souris de type sauvage et les souris 8cl-2tg 
(Figure 5A). Cependant, l'augmentation est relative et est attribuable à la 
diminution dans le nombre absolu de cellules lgM•co23• (Tableau 1). Cette 
population est différente de la population lgM•co23· augmentée dans la rate 
et les ganglions lymphatiques des souris 87 .2/8cl-2 double tg. Dans les 
souris 87.2/8cl-2 double tg, l'expression de l'lgM est variable (Figure SA) et 
le CD21 est exprimé faiblement (résultats non-présentés). Les cellules 
lgM•co23· dans la rate des souris 87.2 tg expriment l'lgM de façon élevé 
(Figure SA) et des niveaux élevés de CD21 (Figure SA). Une autre 
particularité des cellules 8 de souris 87 .2/8cl-2 double tg est l'augmentation 
du nombre absolu de cellules 0220•1gM· dans la rate et les ganglions 
lymphatiques en comparaison avec les souris de type sauvage ou 8cl-2 
(Tableau 1 et Figure 5). Ces cellules lgM· n'expriment pas le CD23 et l'lgD, 
mais expriment fortement le H.S.A. ce qui est représentatif des cellules 
immatures. 
Le nombre absolu de cellules matures (lgM•co23•) est augmentée 
significativement dans la rate te les ganglions lymphatiques des souris 
87 .2/8cl-2 double transgéniques lorsque comparé aux nombres dans les 
souris 87.2 tg (Tableau 1). Donc, l'expression de 8cl-2 dans les souris 87.2 
tg augmente significativement le nombre de cellules 8 matures et premet aux 
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FIGURE 8. Augmentation des cellules B exprimant le CD21 de façon élevée 
dans la rate des souris 87.2tg. Les cellules sont marquées avec de l'Ac 
contre le 8220, le CD21 et l'lgM ou le H.S.A A, l'expression du 8220 vs le 
CD21 par les cellules lymphocytaires. Les nombres correspondent à la 
fréquence de cellules CD21 parmis les cellules 0220• (moyenne ± déviation 
standard; n=17). B. les cellules de la rate 022o•co21 11t1ern•dkn (région b de 
SA) ou 022o•co21.._ (région c de SA) ont été sélectionnées et analysées 
pour leur expression de l'lgM ou du H.S.A. et pour leur taille (FSC) 
3.3 Augmentation du nombre de cellules CD21élevé dans la rate des 
souris 87 .2 tg. 
La découverte que les souris 87 .2 tg avaient une fréquence élevée de 
cellules qui expriment des niveaux élevées d'lgM (Figure SA), suggère que 
l'élimination des lymphocytes 8 par les lymphocytes T modifient le ratio des 
cellules 8 périphériques. Pour identifier les populations de lymphocytes 8, 
nous avons utilisé le marqueur de surface CD21 sur les cellules de la rate 
des souris 87.2 tg et de type sauvage. Le CD21 (ou récepteur 2 du 
complément (CR2)) a été identifié comme étant le récepteur pour le fragment 
3 du complément (iC3b, C3d,g et C3d) (Tedder et al., 1997). Ce marqueur 
est exprimé par les lymphocytes 8 matures. Les lymphocytes 8 folliculaires 
expriment des niveaux modérés de CD21 alors qu'une autre population de 
lymphocytes 8 matures expriment des niveaux élevés de CD21 (Oliver et al., 
1997). Comme il est montré à la figure 4, la majorité des lymphocytes 8 
dans la rate de souris contrôle exprime le CD21 modérément (CD21int), 
caradéristique des lymphocytes 8 folliculaires. Une faible proportion de 
lymphocytes 8 (8 ± 2%; n=16) est négative pour le CD21 (CD21"). Les 
cellules de la rate n'exprimant pas le CD21 sont des cellules immigrants de 
la moelle osseuse (Loder et al., 1999). Une autre population exprime des 
niveaux élevés de CD21 (CD21 •i.v.). Dans les souris 87 .2 tg, la fréquence 
de cellules CD21 int est diminuée comparativement à la fréquence dans les 
souris de type sauvage (78 ± 3% vs 46 ± 7%, respedivement pour les souris 
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TS et 87.2 tg; n=16). Les lymphocytes B co21•1M représentent environ 
50% des lymphocytes B de la rate des souris B7.2tg (14 ± 3% vs 49 ± 7%, 
respectivement pour les souris TS et 87.2 tg; n=16). Un résumé des 
nombres absolus des sous-populations des cellules de la rate est présenté 
dans le tableau Il. Comparativement aux souris contrôles, les nombres de 
cellules co21· et de co21 1nt étaient diminués d'environ 70% dans les souris 
87.2 tg. Dans les souris 87.2 tg, les nombres de cellules CD21 61evé étaient 
légèrement supérieurs. Les lymphocytes B CD21 91ev6 se retrouvent 
uniquement dans la rate et ne sont pas présents dans les ganglions 
lymphatiques ni dans le sang (résultats non-présentés). Ces résultats 
montrent que l'éliminatrion des lymphocytes B par les lymphocytes T ciblent 
principalement les lymphocytes B nouvellement formés et les lymphocytes B 
folliculaires mais n'affecte pas les lymphocytes co21•1ev6. 
3.4 La majorité des cellules CD21 élevé des souris B7 .2 tg ont les 
caractéristiques phénotypiques des lymphocytes B de la zone 
marginale. 
Pour caractériser ces lymphocytes B co21•1M, nous avons marqués 
les cellules de la rate avec des anticorps contre le 8220, le CD21 et soit 
l'lgM ou le H.S.A.. Comme le montre la figure 68, les cellules CD2161ev6 
0220• étaient plus grosse et expriment des niveaux plus élevés d'lgM et de 
Tableau II. Sous-polulation de 
lymphocytes 8 dans la rate des souris 
87.2 Tg et de type sauvage (TS) 
Nombre de cellules 
{x106} 
Cellules 8 TS 87.2Tg 
co21neg 4.6 ± 1.7 1.5 ± 0.7 
CD21int 44.7 ± 8.8 13.6±4.9 
CD21ëlcvë 7.9 ± 1.9 14.1±3.7 
Les résultats ont été obtenus par 
l'analyse des cellules de la rate en 
cytométrie de flux deux couleurs avec 
un Ac anti-8220 PE et un Ac anti-
CD21 FITC. Les valeurs représentent 
la moyenne ± la déviation standard 




H.S.A.que les cellules CD21irlt tant dans les souris 87.2 tg que dans les 
souris de type sauvage. Deux populations de lymphocytes B CD21 'levé 
lgM'levéH.S.A.'levé ont été caractérisées dans les souris contrôles. Les 
cellules B CD21 '!evélgM'IMH.S.A. 'levé qui expriment des niveaux faibles de 
CD23 et d'lgD sont des cellules de la zone marginale (MZ). De plus, ces 
cellules expriment des niveaux élevés de CD1 et de CD38. L'autre 
population qui exprime le CD21'1MlgM'IMH.S.A.'levé est nommée lymphocytes 
B transitionels de type 2 (T2). Ces cellules sont dérivées des lymphocytes B 
transitionels de type 1 et représentent un stade précédent les lymphocytes B 
matures. Tout comme les lymphocytes B MZ, ils se retrouvent uniquement 
dans la rate cependant, les cellules T2 expriment le CD23, l'lgD et le CD62-L 
à des niveaux semblables à ceux des cellules folliculaires (Loder et al., 
1999). Pour distinguer les deux populations de lymphocytes B CD21élevé des 
souris 87 .2 tg et des souris de type sauvage, nous avons marqués les 
cellules de la rate avec de Ac contre le CD21, le CD23 et soit l'lgD, le CD62-
L, le CD1 ou le CD38 (Figure 7). Dans les souris de type sauvage, les 
cellules CD21 'IM se divisent en CD23'1M et en CD23faible. La population 
CD21 ' .. CD23 ... exprime des niveaux élevé d'lgD et de CD62-L, similaire à 
ceux des lymphocytes B CD21int (résultats non-présentés) et fait donc partie 
des lymphocytes T2. La population de lymphocytes B CD21 élevéCD23fMlle est 
caractérisée par une faible expression d'lgD et de CD62-L Ces sous-
populations expriment également des niveaux plus élevés de CD1 et de 
CD38 que la population CD21' .. CD23'1M et représente donc des 
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87.2 Tg l 
lgD CD1 CD38 
FIGURE 7. Phénotype des cellules CD21 618vtes de la rate. Les cellules de la 
rate de souris de type sauvage et 87 .2 tg ont été incubées avec de Ac contre le 
CD21, le CD23 et soit l'lgD, le CD62-L, le CD1 ou le CD38. Les cellules 
co21•1evtes ont été sélectionnées et l'expression du CD23 avec d'autres 
marqueurs a été analysée. Ces résultats représentent une de 7 expériences. 
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lymphocytes B MZ. La population de lymphocytes B T2 représentent 
environ 11% des B de la rate des souris contrôle (10.6 ± 1.8%; n=7) et les 
cellules MZ environ 5% des lymphocytes B (5.4 ± 1.4%; n=7). Ces résultats 
concordent avec ceux publiés récemment (Loder et al., 1999). La fréquence 
de lymphocytes B CD2161MC023'1M parmis les lymphocytes B CD21 61M était 
gradement réduite dans les souris 87 .2 tg comparativement aux souris de 
type sauvage (67 .0 ± 3.0% vs 21.8 ± 6.0%, dans les souris contrôle et 
87.2tg; n=7). La majorité des cellules co21•1M expriment des niveaux 
faibles d'lgO et de CD62-L et des niveaux élevés de CD1 et de CD38 (Figure 
5). Le phénotype des cellules co21•iMco23tait11e des souris 87.2 tg est en 
accord avec celui de lymphocytes 8 MZ. Le nombre absolu de cellules T2 
dans les souris 87 .2 tg est environ 2 fois plus faible que le nombre dans les 
souris de type sauvage {57.4 ± 9.0 x 105 vs 28.5 ± 13.0 x 105 , dans les 
souris TS et 87.2 tg; n=7). Cependant, il y a une augmentation de 4 à 5 fois 
dans celui des cellules 8 MZ dans la rate des souris 87 .2 tg en comparaison 
des souris de type sauvage {29.3 ± 8.3 x 105 vs 133.5 ± 25. 7 x 105 , dans les 
souris TS et 87.2 tg; n=7). Ces résultats indiquent que les lymphocytes 8 
MZ, contrairement aux lymphocytes 8 folliculaires et transitionels de type 1 et 
2, ne sont pas éliminés. 
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3.5 Les lymphocytes B co21...,,.co23taït11e ont des caractéristiques 
fonctionnnelles semblable aux lymphocytes B de la zone marginale. 
De nombreuses études in vitro ont montré que la prolifération de 
lymphocytes B de la zone marginale répondent différemment des 
lymphocytes B folliculaires à certains stimulis. Les lymphocytes B de la 
zone marginale (MZ) sont plus sensibles à une stimulation au LPS que les 
lymphocytes B folliculaires (Oliver et al., 1997). Bien que d'un point de vue 
phénotypique la population co21 "-'co23falble posséde les caradéristiques 
des lymphocytes B de la zone marginale il est intéressant de déterminer si 
elle répond comme les lymphocytes B MZ. Les cellules B MZ et folliculaires 
ont été purifiées par trieur et incubées en présence de LPS. Comme il est 
montré à la figure 8, les cellules de la zone marginale des souris 87 .2 tg 
prolifèrent deux fois plus que les lymphocytes 8 folliculaires des souris 87 .2 
tg stimulées à une concentration optimale de LPS pour une période de 48 
heures. La plus grande sensibilité au LPS de cellules de la zone marginale 
est plus évidente à une concentration sous-optimale. En effet, à une 
concentration de LPS de 1 µg/mL, la réponse des lymphocytes 8 de la zone 
marginale est jusqu'à dix fois supérieure à celle des lymphocytes 8 
folliculaires et elle est similaire à la réponse des lymphocytes 8 folliculaires 
stimulés avec une concentration de 1 O µg/ml. Les études montrent que 
l'ampleur de la réponse au LPS n'est pas différente entre les lymphocytes 8 
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FIGURE 8. Réponse au LPS des lymphocytes 8 folliculaires et de la zone 
marginale des souris 87.2 tg. Les cellules folliculaires et de la zone magiale de 
souris 87 .2 tg ont été triées puis stimulées avec du LPS pour 48 ou 72 heures et 
l'incorporation de [H3] thymidine est mesurée. Ces résultats correspondent à 
une expérience et sont représentatif de quatre expériences. 
•) 
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lymphocytes 8 MZ atteignent leur prolifération maximale plus rapidement que 
les lymphocytes 8 folliculaires (Figure 8), comme il a été précédemment 
montré pour les lymphocytes 8 de la zone marginale normaux (Oliver et al., 
1999). Donc, les cellules co21•iMco23falble isolée de la rate des souris 87.2 
tg n'ont pas seulement le phénotype des lymphocytes B de la zone 
marginale, mais ils possèdent également les propriétés fonctionnelles 
connues des lymphocytes B de la zone marginale, soit une très grande 
sensibilité à la stimulation au LPS. 
3.6 Les lymphocytes B-1 de la cavité péritoniale ne sont pas éliminées 
dans les souris 87 .2 tg. 
En raison de l'élimination des lyymphocytes B folliculaires et 
transitionels et de la présence des lymphocytes 8 de la zone marginale, nous 
nous demandions si les lymphocytes 8-1 étaient affectés par l'expression 
constitutive de 87.2. Bien qu'aucun lien n'ait été fait entre les lymphocytes 
B de la zone marginale et les lymphocytes B-1, ces derniers possèdent des 
caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles semblables (Martin et 
Keamey, 2000). Tout comme les lymphocytes 8 MZ, les lymphocytes B-1 
expriment des niveaux élevés d'lgM et faibles de CD23 et d'lgD. Ils peuvent 
se différencier des lymphocytes 8 de la zone marginale par la faible 
expression de 8220 et l'expression constitutive du CD43. Les lymphocytes 
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B-1 se retrouvent dans les cavités pleurales et péritoniales des souris 
adultes. Le nombre de leucocytes dans la cavité péritoniale des souris 87 .2 
tg est semblable au nombre dans les souris de type sauvage (3.30 ± 0.26 
X106 vs 3.35 ± 0.36 X108, respectivement dans les souris TS (n=4) et Tg 
(n=7)). Aucune différence n'est observée dans la fréquence de cellules 
0220• péritoniale entre les souris 87 .2 tg et les souris de type sauvage 
(Figure 9A). L'expression de l'lgM et du CD23 par les cellules péritoniales a 
également été analysée. Une grande proportion de cellules ont un 
phénotype caractéristique des lymphocytes B-1 (lgM'1eveco23· ) (Figure 98, 
cadran haut à gauche). Le marquage avec le CD23 et le CD21 a montré 
que ces cellules lgM'....,.co23· étaient bel et bien des cellules 8-1 (résultats 
non-présentés). La fréquence de cellules 8 péritoniales ayant un phénotype 
8-2 (lgMr.iti1eco23•)(cadran haut à droite) est diminuée d'environ 50% dans 
les souris 87.2 tg comparativement aux souris de type sauvage (Figure 78). 
En accord avec le maintient de cellules 8-1 dans les souris 87 .2 tg, les 
niveaux d'lgM dans le sérum des souris 87.2 tg est équivalent à celui 
retrouvé dans les souris de type sauvage (Figure 9C). Il a été 
préalablement montré que les lymphocytes 8-1 sont les principaux 
responsables de la production d'lgM en absence d'immunisation (Stall et al., 
1996). Donc, ces résultats montrent qu eles lymphocytes 8-1, tout comme 
les lymphocytes 8 MZ, ne sont pas éliminés dans les souris 87 .2 tg. 
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FIGURE 9. Les cellules péritoniales B-1 ne sont pas éliminées dans les souris 
87.2 tg. Les cellules péritoniales des souris de type sauvage et 87.2 tg sont 
marquées avec des Ac contre le 8220, l'lgM et le CD23, puis analysées par 
cytométrie de flux. A, représentation de l'expression de 8220. Les chiffres 
représentent la fréquence de cellules 0220• parmis les cellules nucléées. B, 
expression du CD23 et de l'lgM par les cellules péritoniales 0220•. Les 
nombres représentent le pourcentage de lymphocytes 0220• pour chacun des 
phénotypes. Les résultats montrent une expérience représentative de cinq. C, 
titres d'lgM dans le sérum des souris 87 .2 tg. 
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3. 7 Expression de 87.2 sur les différentes populations de lymphocytes 
8 des souris 87.2 tg. 
Une des possibilité pouvant expliquer l'élimination spécifique des 
lymphocytes 8 transitionnels et folliculaires est que le transgène 87 .2 est 
exprimé uniquement par ces derniers. Nous avons donc regardé 
l'expression basale de 87 .2 sur les lymphocytes 8 folliculaires, de la zone 
marginale et 8-1 de souris 87 .2 tg et de type sauvage. Dans les souris 87 .2 
tg, le niveau d'expression de 87 .2 sur les lymphocytes 8 folliculaires, de la 
zone marginale et 8-1 est similaire (Figure 10) et identique à celui exprimé 
par les lymphocytes 8 de la rate de souris 87 .2 tg déficientes en 
lymphocytes T (résultats non-présentés). Donc, le maintien des 
lymphocytes 8 de la zone marginale et 8-1 n'est pas dû à une absence du 
transgène dans ces populations de lymphocytes B. Cependant, dans les 
souris de type sauvage, les cellules de la zone marginale et B-1 expriment 
des niveaux plus élevés de 87 .2 que les lymphocytes 8 folliculaires (Figure 
10). Il faut cependant préciser que les lymphocytes 8 de la zone marginale 
et 8-1 des souris 87 .2 tg expriment des niveaux de 87 .2 supérieurs à ceux 










FIGURE 1 O. Expression de 87.2 sur les différentes populations de lymphocytes 
8 des souris 87.2 tg et de type sauvage. Les cellules du péritoine ont été 
marquées avec l'lgM, le CD23 et le 87.2. L'expression de 87.2 a été analysée 
pour les cellules de la rate lgM•co23• (folliculaire) ou lgM61evtco23raïble (zone 
marginale) et pour les cellules péritoniales lgM61evéco23- (81). Les lignes 
verticales représentent la moyenne d'intensité d'expression du 87.2 par les 
différentes populations de lymphocytes 8. Les résultats représentent une de 
cinq expériences similaires. 
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DISCUSSION 
La stimulation complète des lymphocytes T requiert la présence d'un 
signal de co-stimulation. Le signal de co-stimulation le plus étudié est celui 
médié par la liaison des récepteurs CD28 et CTLA-4 avec leurs ligands 87 .1 
et 87 .2. Les souris transgéniques pour la molécule 87 .2 voient une 
diminution dans le nombre de lymphocytes 8 retrouvés dans leur moelle 
osseuse et leurs organes lymphoïdes secondaires (Fournier et al., 1997, 
Van Parijs et al., 1997). Cette élimination nécessite la présence des 
lymphocytes Tet de la molécule CD28 (Fournier et al., 1997). De plus, la 
voie apoptotique Fas-Fas-Ligand n'est pas impliquée dans cette élimination 
(Fournier et al., 1997). Nous nous sommes intéressés à ce phénomène. 
4.1 R61e de la molécule Bcl-2 dans l'élimination des lymphocytes B 
Pour déterminer l'implication de la mort programmée dans l'élimination 
des lymphocytes 8, nous avons produit des souris 87 .2 tg exprimant un 
transgène 8cl-2 dans leurs lymphocytes 8. Les souris 87 .2/8cl-2 double tg 
recouvrent des nombres normaux de lymphocytes B dans leur moelle 
osseuse et dans leurs organes lymphoïdes secondaires. Ces résultats 
suggèrent que l'élimination des lymphocytes 8 passe par un mécanisme 
apoptotique inhibé par la molécule Bcl-2. Le mécanisme responsable de 
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l'élimination n'est pas encore éclairci. Le signal est soit donné directement 
par la molécule 87 .2 ou donné par les lymphocytes T suite à la liaison de la 
molécule 87 .2 avec le récepteur CD28. De nombreux sites de 
phosphorylation se retrouvent sur la queue cytoplasmique de la molécule 
87.2. Récemment, il a été montré que l'aggrégation de la molécule 87.2 
augmente la production d'anticorps en présence d'IL-4 (Kasprowicz et al., 
2000). Donc, la molécule 87 .2 pourrait signaler dans les lymphocytes 8 et 
être responsable de l'élimination de ces derniers. Cependant, la viabilité 
des lymphocytes 8 87.2 transgéniques n'est pas diminuée suite à 
l'incubation de ces derniers dans des plaques couvertes avec des anticorps 
anti-87.2 (Sylvie Fournier, résultats non-publiés). 
4.2 Présence accrue de lymphocytes B immatures dans les souris 
B7.2/Bcl·2 
Dans les organes lymphoïdes secondaires des souris 87 .2/8cl-2, il y a 
une augmentation des lymphocytes 8 immatures. Les lymphocytes 8 de ces 
souris semblent incapables de compléter leur différentiation. Dans les 
souris exprimant une immunoglobuline contre le HEL (Hen Egg Lysozyme) et 
un HEL membranaire (HELlg/HELm), il ya élimination des lymphocytes 8 
dans la moelle osseuse. Lorsque ces souris expriment également la 
molécule 8cl-2, il y a accumulation des lymphocytes 8 immatures dans les 
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organes lymphoïdes secondaires (Hartley et al., 1993). Cette 
caractéristique est en accord avec ce qui est observé dans notre modèle. 
La présence de cellules pré-B dans les organes lymphoïdes secondaires a 
également été observée dans les souris qui expriment des immunoglobulines 
tg causant leur élimination tout en surexprimant la molécule Bcl-2 (Hartley et 
al., 1993) et dans les souris xid, rag-2 déficiente, et déficiente dans le 
récepteur à IL-7 (Fang et al., 1998, Strasser et al., 1994, Young et al., 1997 
et Maraskovsky et al., 1998). L'arrêt du développement des lymphocytes B 
dans les systèmes où il y a surexpression de Bcl-2 est probablement dû à la 
capacité de cette dernière à arrêter le cycle cellulaire (O'Reilley et al., 1997). 
Dans les souris HEL-lg/mHEL tg, l'expression de la molécule Bel-XL, 
contrairement à l'expression de Bcl-2, permet de retrouver des lymphocytes 
B matures en périphérie (Fang et la., 1998). Donc, la molécule Bel-XL et la 
molécule Bcl-2 permettent la survie des lymphocytes B dans ce système 
mais, seulement la molécule Bel-XL permet la différentiation de ces derniers. 
La molécule Bcl-2 empêche donc l'élimination des lymphoyctes B 
dans les souris B7 .2 tg mais ne permet pas la différentiation de ces 
lymphocytes B. Cependant, la voie empruntée pour causer l'élimination des 
lymphocytes B n'est pas connue. 
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4.3 Élimination à partir du stade pré-B dans la moelle osseuse 
Les lymphocytes 8 sont éliminés dans la moelle osseuse à partir du 
stade pré-8. Les lymphocytes pro-8 ne sont pas éliminés même s'ils 
expriment des niveaux élevés de 87.2 (résultats non-présentés) 
contrairement aux lymphocytes pré-8, immatures et matures. L'élimination 
ne débute donc, que suite au réarrangement complet de la chaine lourde de 
leur immunoglobuline. L'élimination des lymphocytes 8 des souris 87.2 tg 
est peut-être dûe au fait que la molécule 87 .2 est exprimée dans la moelle 
osseuse par les cellules qui répondent aux antigènes du soi et donc, les 
identifient comme des cellules autoréactives. En accord avec cette 
possibilité, l'expression de 87.2 est induite suite à la stimulation in vitro du 
8CR des lymphocytes 8 de la moelle osseuse et l'expression de 87.2 est 
augmentée sur les lymphocytes 8 lgMt.ïble dans les souris où le domaine 
intracellaire d'lg-a. est tronqué (mb-1L\C/dc) (Tores et Hafen, 1999). 
4.4 Augmentation des lymphocytes B de la zone marginale. 
Dans les souris 87 .2 tg il y a une diminution de lymphocytes Tl, Tii et 
folliculaires (Fo) retrouvés dans la rate. Cependant, dans ces souris, une 
population particulière de lymphocytes 8 de la rate, les lymphocytes 8 de la 
zone marginale, voient leurs nombres augmentés. 
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L'élimination observée chez les différentes populations de 
lymphocytes B de la rate est variable. En effet, il y a une diminution 
d'environ 70% des cellules B Tl et Fo alors que la diminution est de 30% 
pour les lymphocytes B Tii. Certains clones de lymphocytes B vont 
préférentiellement diriger les lymphocytes B vers les lymphocytes B MZ. 
Donc, certains lymphocytes B matures pourraient être sélectionnés pour 
devenir des lymphocytes B MZ (Martin et Keamey, 2000). Dans les souris 
CD45 déficientes, il n'y a pas de lymphocytes B folliculaires puisque le 
développement des lymphocytes B arrêtent au stade Tl 1 mais, les 
lymphocytes B de la zone marginale sont présents (Loder et al., 1999). Les 
souris Baff transgéniques ont une augmentation de chacune des populations 
de lymphocytes B retrouvés dans la rate cependant, laugmentation est plus 
importante pour les lymphocytes B Tii et MZ (Batten et al., 2000). Les 
résultats obtenus dans notre modèle tendent à être en accord avec 
l'hypothèse voulant que les lymphocytes B MZ proviennent des lymphocytes 
B Tii (Batten et al., 2000). L'augmentation des lymphocytes B MZ dans 
différents modèles murins pourraient être le résultat d'un mécanisme 
compensatoire suite à la diminution de la diversité des lymphocytes B (Martin 
et Keamey, 2000) puisque dans les souris 87 .2/Bcl-2 il n'y a pas 
d'augmentation dans le nombre de lymphocytes B MZ (Résultats non-
présentés). Une autre possibilité est la présence accrue de facteurs de 
survie en raison de la diminution du nombre de lymphocytes B folliculaires. 
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4.5 Présence des lymphocytes 81 dans les souris 87.2 tg 
En plus des lymphocytes 8 MZ, les lymphocytes 81 résistent à 
l'apoptose dans les souris 87.2 transgéniques. La provenance de ces 
lymphocytes 81 n'est pas connue. Deux hypothèses tentent présentement 
d'expliquer la génération de ces derniers. La première hypothèse veut qu'il 
y ait deux cellules progénitrices différentes, une pour les lymphocytes 81 et 
une pour les lymphocytes 82. Cette hypothèse pourrait expliquer la 
présence des cellules 81 dans les souris 87.2 transgéniques et l'élimination 
des lymphocytes 8 Fo, Tl et Tii. L'autre hypothèse s'attarde à la possibilité 
que la spécificité de l'immunoglobuline retrouvée à la surface des 
lymphocytes 8 dirige les lymphocytes 82 vers des lymphocytes 81. Tout 
comme pour les lymphocytes 8 MZ, la molécule 87 .2 exprimée 
constitutivement par les lymphocytes B-1 ne provoque pas leur élimination. 
4.8 Caractéristiques semblables entre les lymphocytes B-1 et MZ. 
Les lymphocytes 81 et MZ sont deux populations particulières de 
lymphocytes 8 matures. Ces deux populations possèdent des 
caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles semblables. Dans notre 
modèle, ces deux populations résistent à l'élimination observé dans les 
souris 87 .2 tg. 
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De nombreux modèles murins ont montré l'importance de certaines 
molécules pour ces deux populations. Il semble que la résistance à 
l'élimination dans les souris 87.2 tg soit une autre caractéristique commune à 
ces deux populations. La résistance à l'élimination de ces deux populations 
vient probablement du fait que ces deux populations ont une spécificité pour 
les antigènes du soi ou les antigènes de l'environnement (Pillai, 1999 et 
Chen et al., 1997). De plus, elles sont probablement sélectionnées 
positivement par des antigènes du soi et/ou environnementaux (Su et 
Tarakhovsky, 2000 et Martin et Kearney, 2000). Nous avons montré que les 
lymphocytes 8 MZ et 8-1 expriment la molécule 87 .2, suggérant que ces 
lymphocytes B ont rencontré des antigènes. La sélection et la survie des 
lymphocytes 8 dépend de l'engagement de leur lgM de surface. Les 
lymphocytes B folliculaires de souris de type sauvage n'expriment pas la 
molécule 87 .2 à leur surface donc, le signal nécessaire à leur surivie et leur 
sélection est plus faible que celui requis par les lymphocytes B MZ et B-1. 
La mutation de certains gènes impliqués dans la signalisation du 8CR 
provoque une faible signalisation via le 8CR ce qui résulte en l'absence de 
lymphocytes 8-1 (Pillai, 1999). La possibilité que la génération des 
lymphocytes B-1 et MZ nécessitent des signaux plus forts, pourrait expliquer 
leur résistance à l'élimination dans les souris 87.2 tg. Le signal nécessaire 
pour la génération des lymphocytes B-1 et MZ est peut-être suffisant pour 
induire la présence de molécules anti-apoptotiques nécessaire à la survie. 
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Selon cette hypothèse, le traitement des lymphocytes 8 folliculaires des 
souris 87 .2 tg avec un anticorps anti-lgM devrait protéger ces derniers de 
l'élimination. D'autres signaux sont probablement impliqués dans la 
génération des lymphocytes 8-1 et MZ. En effet, la génération des 
lymphocytes B MZ et 8-1 nécessitent la présence de la molécule CD19 
puisqu'en l'absence de cette dernière, il y a absence des lymphocytes B-1 et 
MZ (Martin et al., 2000). 
En résumé, cette étude a montrée que l'expression constitutive de 
87 .2 sur les lymphocytes B provoque une élimination inhibée par la molécule 
Bcl-2. L'élimination est sélective et empêche la génération de lymphocytes 
B folliculaires mais, ne touche pas au développement des lymphocytes 8 MZ 
et B-1. Des études plus approfondies permettront de mieux comprendre les 
mécanismes régissant l'homéostasie des lymphocytes B. 
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CONCLUSIONS 
Dans la présente étude, nous avons établi que l'élimination observée 
dans les souris 87 .2 tg se fait par apoptose. De plus, les cellules 8 de la 
zone marginale et les lymphocytes 8-1 ne sont pas éliminées dans les souris 
87.2 tg. 
Nous avons identifié les populations de lymphocytes 8 de la moelle 
osseuse affectées par l'élimination dans les souris 87.2 tg. Les lymphocytes 
pro-8 sont épargnés par l'élimination mais, chacune des populations 
retrouve des nombres normaux de lymphocytes 8 dans les souris 87 .2/8cl-2. 
Les organes lymphoïdes secondaires voient également leur nombre de 
lymphocytes 8 revenir à la normale dans les souris 87 .2/Bcl-2. De plus, 
dans les organes lymphoïdes secondaires des souris 87 .2/8cl-2 il y a 
accumulation de cellules 8 immatures. 
L'élimination n'empêche pas la génération de lymphocytes MZ et 8-1 
dans les souris 87.2 tg. Nous avons montré qu'au niveau fonctionnel et 
phénotypique les cellules, B MZ et 8-1, présentes dans les souris 87 .2 tg 
sont semblables aux cellules retrouvées dans les souris de type sauvage. 
Les lymphocytes B MZ répondent plus rapidement à des quantités plus faible 
de LPS dans les souris 87 .2 tg commme dans les souris de type sauvage. 
Pour les lymphocytes B-1, la présence d'une quantité équivalente d'lgM dans 
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les souris transgéniques et de type sauvage en absence d'immunisation, 
montre que ces derniers sont fonctionnellement semblable dans les deux 
types de souris. 
Des études portant sur la détermination du signal menant à l'apoptose 
des lymphocytes B seraient intéressantes. Pour ce faire, l'utilisation d'un 
modèle in vitro serait utile. De plus, la détermination des différents gènes 
activés dans les cellules B MZ, 8-1 et folliculaires permettrait de mieux 
comprendre les différences entre chacune des populations. La 
détermination du rôle de la signalisation via le BCR dans la génération des 
lymphoyctes B MZ et B 1 pourrait être étudiée en croisant des souris 87 .2 tg 
avec des souris xid, déficiente dans la signalisation ou avec des souris dont 
la signalisation via le BCR est augmentée. De nombreuses études pour 
approfondir les connaissances dans la costimulation et la génération des 
différentes populations de lymphocytes doivent être effectuées. 
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